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Resumo

A citricultura é uma das mais importantes atividades agricolas no Brasil. As laranjas
doces representam cerca de 80% dos plantios comerciais, cujo destino da producéo é
essencialmente voltado a industria de suco concentrado congelado para a exportagao.
As tangerinas e seus hibridos constituem o segundo grupo de importancia econémica.
Sao dez milhdes de plantas distribuidas pelas mais diferentes regides edafoclimaticas,
cuja produgéo é destinada ao consumo interno de frutas in natura. Existe uma grande
demanda de produgéo de tangerinas para o mercado externo, entretanto a ocorréncia
da mancha marrom de alternaria de forma endémica nas principais regides produtoras
acarretou numa reducdo significativa na area plantada, uma vez que as principais
variedades plantadas séo suscetiveis a doenca. Poucos estudos tém sido realizados
para elucidar os mecanismos genéticos da resisténcia a doenca nos citros,
informacBes importantes para o melhoramento genético da espécie. A resposta “in
vitro” ao fungo Alternaria alternata, agente causal da mancha marrom de alternaria, foi
avaliada em duas popula¢des de hibridos obtidas dos cruzamentos reciprocos entre
tangor Murcott e tangerina Clementina. Sintomas caracteristicos foram observados a
partir de 12 horas de inoculacédo do fungo. Dos 100 hibridos avaliados, um total de 73
plantas do cruzamento Murcott x Clementina (M x C) e 63 do cruzamento reciproco (C
X M) apresentaram sintomas em diferentes graus de suscetibilidade. Os resultados
indicam que mais de um gene estdo envolvidos na resisténcia e suscetibilidade dos

citros a Alternaria alternata, patotipo tangerina.
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Abstract

The citriculture is one of the most important Brazilian agricultural activities. Pera sweet
orange represent about 80% of commercial orchards, whose production is mainly
directed to the concentrated juice industry and exportation. Mandarins and hybrids
represent the second group in economical importance. It is about 10 million plants
distributed around the most diverse soil and climatic conditions, and production
directed to in natura consumption. There is a large demand for production of mandarins
for exportation; however the endemically occurrence of Alternaria brown spot in the
main producing areas, resulted in a significant reduction in planted area, since the main
mandarin varieties are susceptible to the disease. Few studies have been performed to
elucidate the genetic mechanisms of disease resistance in citrus trees. The response
in vitro to the fungus Alternaria alternata, the causal agent of Alternaria brown spot,
was assessed in two populations of hybrids obtained from reciprocal crosses between
Murcott and Clementine mandarin. Characteristic symptoms were observed after 12
hours of inoculation of the fungus. A total of 73  plants from crossed Murcott x
Clementina x (M x C) an 63 hybrids of reciprocal crosses had symptoms in different
degrees of susceptibility. The results indicate that more than one gene is involved in

the citrus resistance/susceptibility to Alternaria alternata.

Introducéo

O Brasil € o maior produtor mundial de laranjas e o maior exportador de suco
concentrado congelado. As laranjas doces representam cerca de 80% dos plantios
comerciais, concentrados no Estado de S&o Paulo, cujo destino da producdo é
essencialmente voltado a industria. Para o mercado interno de fruta fresca, as
tangerinas e alguns hibridos como o tangor Murcott (Citrus sinensis Osbeck x C.
reticulata Blanco), um hibrido de laranja e tangerina, sdo responsaveis por grande
parte da producdo. Além disto, existe uma grande demanda de producdo de
tangerinas tanto para o mercado interno quanto para o externo, esse Ultimo ainda

carente de variedades com caracteristicas horticulturais apropriadas.

As principais variedades comerciais, principalmente aquelas plantadas no Sudeste, a
maior regido produtora de citros, como a tangerina Ponkan (Citrus reticulata Blanco) e
o tangor Murcott sdo altamente suscetiveis a mancha marrom de alternaria, o que tem

acarretado em uma reducéo significativa nos plantios comerciais destas variedades.



A doenca, que ocorre de forma endémica nas principais regides produtoras, é causada
possivelmente pela acdo de uma toxina, produzida pelo fungo Alternaria alternata,
patotipo tangerina (PERES et al., 2003; STUART et al, 2009). O fungo, causador da
doenca, se reproduz sobre material vegetal, presente na arvore ou caido no solo, por
meio da formacdo de conidios. Estes germinam sobre o tecido suscetivel liberando
uma toxina especifica ao hospedeiro-tangerina (ACT), causando necrose rapida. As
condicbes ideais ocorrem com temperaturas em torno de 20-27°C, 10-12 horas de
molhamento continuo (TIMMER et al., 2003). Os sintomas em ramos, frutos, tecidos
verdes imaturos ou em fase de crescimento, aparecem em média 24 horas apos a
infeccdo (KOHMOTO et al., 1993), causando sérios danos a planta e comprometendo
a producéo subsequente (STUART et al., 2009).

A heranca genética da suscetibilidade e resisténcia a mancha marrom de alternaria
nos citros ainda ndo esta completamente elucidada. Umas das hipoteses sugeridas,
por exemplo, é de que a resisténcia a A. alternata em citros é recessiva e, que a
suscetibilidade € controlada por um simples gene dominante, possivelmente
influenciado por uma herancga citoplasméatica (TIMMER et al., 2003), embora alguns
autores sugerem que outros genes podem estar envolvidos nessa interacdo (PEEVER
et al., 2000; BASTIANEL et al., 2005). Assim, o objetivo deste estudo foi o de avaliar a
doenca em duas populacbes segregantes de citros obtidas dos cruzamentos
reciprocos de tangor Murcott (suscetivel) e tangerina Clementina (Citrus clementina,
resistente) e observar o tipo de segregacédo fenotipica em ambas as populagdes para
melhor inferir sobre a heranga genética da resisténcia/suscetibilidade a doenga nos

citros.

Material e Métodos

Foram avaliados hibridos oriundos de duas populacBes de hibridos reciprocos dos
cruzamentos realizados entre tangor Murcott e tangerina Clementina, obtidos em
estudos anteriores e mantidos em casa de vegetacdo. Um total de 200 hibridos, sendo

100 plantas de cada F;, foi selecionado ao acaso para este estudo.

O inoculo inicial do fungo foi obtido a partir de lesdes tipicas da doenca, que foram
inoculadas em meio de cultura BDA, contendo o fungicida carbendazin para excluir a

proliferagdo de outros fungos. Apos um periodo de 24 a 48 horas de crescimento, hifas



caracteristicas identificadas com o auxilio de microscopio foram transferidas para
placas de Petri contendo BDA e incubadas nas mesmas condi¢des do indculo inicial,
por um periodo de trés a quatro dias para induzir a producao de conidios. Com a ajuda
de uma espétula estéril, conidios foram retirados da superficie da placa, quantificados

e suspendidos com agua esterilizada a uma concentra¢do de 10° conidios.

A suspensdo de conidios foi borrifada em folhas destacadas de cada hibrido, que
foram mantidas em placas de Petri, umedecidas com algoddo emergido em agua

estéril; incubadas em uma camera Umida (B.O.D.) a temperatura de 27°C.

As avaliacGes da doenca, em ambos 0s casos, tiveram inicio 12 horas apés inoculacéo
por até quatro dias, através da observacao da presenca de sintomas tipicos da doenca
e, posteriormente em determinacdes da area lesionada (% da folha tomada pelos

sintomas da doenca).

Resultados e Discussao

Sintomas caracteristicos foram observados a partir de 12 horas de inoculacdo do
fungo. ApGs 72 horas de inoculagdo, dos 100 hibridos avaliados, um total de 27 do
cruzamento Murcott x Clementina (M x C) ndo apresentaram sintomas, enquanto 37
foram assintomaticos quando a tangerina Clementina foi utilizada como parental

feminino (C x M).

Em relacdo aos hibridos suscetiveis foi observada uma grande variacdo nos niveis de
sintomas para os hibridos de ambas as populacdes F; (Figura 1). Como observado
anteriormente, a resposta diferenciada de hibridos bastante proximos sugere que

outros genes podem estar envolvidos nessa interacéo (PEEVER et al., 2000).

A hipétese de segregacéo 3:1 foi testada e o teste de homogeneidade de X ? estimado
foi de 0,1 para M x C e de 3,84 para C x M, valores, respectivamente, menor e igual ao
valor tabelado X 2 = 3,84 (a= 0,05 e GL = 1). Assim sendo, a hipétese nula (Ho =
segregacdo 3:1) ndo € rejeitada e a freqléncia observada corresponde a uma

segregacdo Mendeliana 3:1, possivelmente devida a dois genes.

Recentemente, um QRL (“quantitative resistance loci”) de grande efeito (que explica
30% do fenotipo observado) foi localizado e identificado em um mapa de ligagédo de

citros, obtido pela andlise de 143 hibridos de tangor Murcott e laranja Péra,



respectivamente suscetivel e resistente & mancha marrom de Alternéria (Bastianel, M -
dados ndo publicados). A andlise fenotipica da caracteristica ‘porcentagem de
ponteiros afetados’ na populagdo apresentou uma segregagdo fenotipica 3:1
(suscetivel e resistente, respectivamente). A deteccdo de apenas um QRL de efeito
moderado pode corroborar para a segregacao fenotipica observada sugerindo que

dois genes estejam envolvidos com a resisténcia dos citros a doenca.

Além disso, a presenca de hibridos resistentes quando a variedade suscetivel foi
utilizada como parental feminino, sugere que ndo haja heranca citoplasmatica
envolvida na resisténcia ou suscetibilidade dos citros a mancha marrom de alternaria,
entretanto, cabe ressaltar que este foi um teste cujas plantas foram avaliadas in vitro.

Avaliacdes in vivo estdo em andamento e poderdo ou ndo confirmar estas hipoéteses.

Figura 1: Sintomas observados em alguns hibridos de ambos os cruzamentos estudados, com

diferentes niveis de suscetibilidade ao fungo Alternaria alternata, patotipo tangerina.

Conclustes

Os resultados observados sugerem que, possivelmente, mais de um gene estdo
envolvidos na resposta dos citros ao fungo Alternaria alternata patotipo tangerina,

causador da doenca mancha marrom de alternaria.
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